








学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位 授 与 年 月 日
学位 授 与 の 要件
研 究 科 、専 攻






学位規則第4条 第1項 該 当
東 北大学大学院薬学研究科
(博‡課程)医 療薬科学専攻
マ ス ト細 胞 の 活 性 化 に 対 す るJanuskinase3阻 害 薬WHI-P131
及びWHI-P154の 抑制作用機序躰明に関す る研究


















論 文 内 容 要 旨
マス ト細 胞 の細胞膜上 に存在す るIgE高 親和性受容 体FcεRIに 結合 したIgEに その特異抗原 が結合す
る と脱 穎粒反応や ア ラキ ドン酸代 謝物 の産生及び サイ トカイ ンの産生が生 じ,放 出され る生理活性物質
に よ りア レル ギー反応 が誘発 され る。抗原 がlgEに 結合す ると,FcεRIの 凝集 が生 じ,tyrosinekinaseで
あるLyn及 びSykを 介 した経路 とFynを 介 した経路が活性化 され る。 これが引 き金 にな り,様 々な細胞
内シグナル伝達経路 が活性 化 され,脱 穎粒 反応な どの細胞応答 が誘発 され る。マス ト細胞 の脱穎粒反応
には,細 胞 内Ca2+の 上昇 とproteinkinaseC及 びphosphatidylinositol3-kinase(PI3K)の 活 性化 が関与 し,
アラキ ドン酸代謝充進 にはp44!42mitogen-activatedproteinkinase(MAPK)が,さ らにサイ トカイ ンの産
生 にはp38MAPKやc-JunN-te㎜lnalk孟nase(JNK)が 大 き く関与 してい る。
Januskinases(Jaks)は サイ トカイ ン刺激 による細胞内情報伝達 に関与す るtyrosinekinasefamilyで ある。
その1つ のJak3はIL-2やIL-4な どの受容体 に共通 して存在す る γc鎖 と相互作用 し,こ れ らのサイ ト
カイ ンに よる免疫 応答に関与 してい る。 一方,Jak3の 阻害薬 として開発 されたdimethoxyquinazohne誘 導
体WHI-P131及 びWHI-P丑54に は抗原刺 激に よるマス ト細胞 の脱穎粒反 応を強 く抑 制する作用 があるこ
とが報 告 され た。 しか し,抗 原 刺激に よ り誘 導 され るシグナル伝達 にお けるJak3の 役割 は不明であ り,
これ らのJak3阻 害薬 の作 用機序 は明 らかではなかった。これ らの阻害薬 の作用機構 を解明す るこ とは,
マ ス ト細胞の活性化 を抑制す る強力 な抗 ア レル ギー薬 の開発 に貢献す る とともに,マ ス ト細胞 にお ける
新 しいシ グナル伝達機構 の解明につ ながるこ とが期待 され た。そ こで本研究は,Jak3が マ ス ト細胞 の活
性化 に関与 してい るか どうか,ま た,WHI-P131及 びWHI-P154は どの よ うな作用 機序でマ ス ト細胞 の
活1生化 を抑制 してい るかについて,マ ス ト細胞 の脱穎粒 反応及びMAPKsの リン酸 化反応 を指標 に解析
した。
まず,抗 原刺激 に よる脱穎粒 反応及 び各種MAPKの リン酸化 反応 にJak3が 関与 してい るか ど うか に
つ いて,Jak3欠 損マ ウス及 び野生型 マ ウスの骨髄細 胞か ら調製 した骨髄 由来 マス ト細胞(bonemarrow-
derivedmastcells;BMMCs)を 用い て解析 した。Jak3欠 損マ ウス由来BMMCsに はJak3が 欠損 しているこ
とをRT-PCR法 で確認 した。 また,Lyn,Fyn及 びSykの 発現量 は野生型 マ ウス由来BMMCsと 同程度
であった。Jak3欠 損 マ ウス 由来及 び野生型マ ウス由来のBMMCsをDNP基 に対す るIgEで 感作 した後,
抗原DNP-HSAで 刺激 し,脱 顯粒反応及びp44142MAPK,p38MAPK及 びJNKの リン酸化反応 の経 時変
化 を解 析 した。その結果,抗 原刺激 に よ り,い ずれ のBMMCsで も脱穎粒反応及 びp44142MAPK,p38
MAPK及 びJNKの リン酸 化反応 は増大 し,そ の最大反応及 び経時 変化 に顕著な差 は認 め られなかった。
この結果 か ら,Jak3は 抗原 刺激に よる脱 穎粒反 応及 び各種MAPKの リン酸化反応 には関与 していないこ
とが示唆 された。そ こで,WHI-P131及 びWHI-Pl54がJak3を 阻害す る ことによ りマ ス ト細胞の活性化
を抑 制 してい るか ど うか検 討 した。WHI-Pl31(3,10及 び30μM)及 びWHI-P154(3,10及 び30μM)は
野生 型マ ウス 由来のBMMCsに お ける抗原刺激 に よる脱穎粒反応及び各種MAPKの 活性化反応 を濃度依
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存的に抑制 したが,Jak3欠 損 マウス由来 のBMMCsに お けるこれ らの反応 も同程度 に抑制 した。 これ ら
の結 果か ら,WHI-Pl31及 びWHI-Pl54はJak3以 外 のステ ップを抑制す るこ とによ りマ ス ト細胞の活性
化抑 制作用 を発現 してい るこ とが示唆 された。(第1章)
そ こで次 に,WHI-P131及 びWHI-P154の マ ス ト細胞活性化抑制作用機序 を ラッ トマス ト細胞株RBL-
2H3を 用 い て解 析 した。RBL-2H3細 胞 にお いて も,WHI-P131(3,m及 び30μM)及 びWHI-Pl54(3,
10及 び30μM)は 抗原刺 激に よる脱穎粒反応 と,各 種MAPKの リン酸化 を濃度依存的に抑 制 した。一方,
phosphatidylinositol3-kinase(PI3K)阻 害薬wortmannin(10,30及 び100nM)は,抗 原刺激 による脱穎粒反
応,p38MAPK及 び]rNKの リン酸化 反応 を抑制 したが,p44142MAPKの リン酸化反応 は抑制 しなかった。
これ らの薬物 の効果 か ら,WHI-Pl31及 びWHI-P154は,PI3K依 存 的な反応(脱 顯粒反応 とp38MAPK
及 びJNKの リン酸化反応)とPI3K非 依存 的な反応(p44142MAPKの リン酸化反応)の 両方 を抑制す る
ことが明 らか になった。 また,WHI-P131及 びWHI-Pl54はPI3Kの 活性 の指標 であ るAktの リン酸化反
応 を抑制 した こ とか ら,PI3Kの 活性 を低下 させ るこ とカミ示 唆 され た。マ ス ト細胞 にお いて,抗 原刺激 に
よるPI3Kの 活 性化 はtyrosinekinaseFynに よるPI3Kの ア ダプ ター分子 であるGab2の リン酸化 に依存す
るこ とが報告 されて いる。 そこで,Fynの チ ロシ ンリン酸化反応及びGab2の リン酸化反応 を解析 した。
その結果,WHI-PI31及 びWHI-PI54は 抗原刺激 によるFynの チ ロシン リン酸化 の増加 及びGab2の リ
ン酸 化反応の指標で あるmobilityshiftの 増大 を抑制 した。精製Fynのinvitroキ ナーゼ活性 に対 しては弱
い抑制作用 しか示 さなか った。 これ らの結果 か 転WHI-Pl31及 びWHI-P154はFyn活 性 を直接抑制す
るので はな く,抗 原刺 激に よるFynの 活性化 を抑制 し,Fyn-Gab2-PI3K経 路 を阻害 して,脱 穎粒反応及
びp38MAPKとJNKの リン酸化反応 を抑制 してい るこ とが示唆 された。(第2章)
マ ス ト細胞 は, .substancePな どIgEIFceRIを 介 さない因子 によって も活性化 され るため,抗 原以外 の
刺 激薬 によるマス ト細胞 の活性化 に対す るW月1-P131及 びWHI-P154の 効果 を明 らかにす る ことは重 要
で ある。様 々な刺激 に よるマス ト細胞 の活性化 において,共 通 してみ られ るシ グナル応答 として細胞 内
Ca2"濃 度の上 昇 があ るため,今 回,受 容体 を介 さず に細胞 内Ca2+濃 度 の上昇 を誘発 す るendomembrane
Ca2+一dependentATPaseの 阻害薬thapsigarginに よ り誘発 され るマス ト細胞 の活性化 に対す るW前 一Pl31及
びWHI-Pl54の 効果 を検 討 した。まず,thapsigargin刺 激 によるマス ト細胞 の活性化 にJak3が 関与 してい
し
るか ど うか,野 生型 マ ウス及 びJak3欠 損マ ウス由来のBMMCsを 用 いて解析 した結果,thapsigarginに よ
る脱穎粒反応 及びp44142MAPKの リン酸化反応 の増加 に もJak3は 関与 してい ない こ とが示 唆 された。
RBL-2H3細 胞 にお いてthapsigargin刺 激 によ り誘発 され る脱穎粒反応及び各種MAPKの リン酸化反 応 に
対 す るWHI-P131及 びWHI-P154の 作 用 を検 討 した結 果,こ れ らの 阻害 薬 は脱 穎粒 反 応 及 びp44142
MAPKの リン酸 化反応 を抑制 したが,p38MAPK及 びJNKの リン酸化反応 は抑 制 しない こ とが明 らか
になった。 また,thapsigarginに よる脱穎粒反応 はwortmanninに よって も抑制 され たこ と,WHI-P131及
びWHI-P154はthapsigargin刺 激の場合 もFynの リン酸化 反応,Gab2のmobilityshift及 びAktの リン酸
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化反 応 を抑制 したこ とか ら,WHI-P131及 びWHI-Pl54は,thapsigargin刺 激に よるFynの リン酸化反応
を抑制 し,Fyn-Gab2-PI3K経 路 を阻害す るこ とによ り脱穎粒反応 を抑制 す ることが示唆 された。 また,
wortmanninはthapsigargin刺 激に よる各種MAPKの リン酸 化反応 をいずれ も抑制 しなか った こ とか ら,
WHI-P131及 びWHI-PI54は,PI3K非 依存的 にp44142MAPKの リン酸化反応 を抑制す る ことが示唆 さ
れ た。(第3章)
これ らの結果か ら,マ ス ト細胞の活性化 を強 く抑制す るWHI-P131及 びWHI-P154の 作用点 はJak3で
はな く,Fynの 活性化 を抑制す るこ とによるFyrGab2-PI3K経 路 の抑 制 とp44142MAPKの 活性化抑 制
にあ るこ とが強 く示 唆 された。Fyn-Gab2-PI3K経 路 は抗原刺激 によるマ ス ト細胞 の様 々な機能発現 に関
与 して い るこ とが明 らかに され てい るが,本 研 究で は さ らにthapsigargin刺 激 によるマス ト細胞 の活性
化 にもFyn-Gab2-PI3K経 路 が関与 してい るこ とが示 唆 され た。 この結果 か ら,FyrGab2-PI3K経 路 に
作用 点 を持っWHI-Pl31及 びWHI-P154が 様 々な刺 激に よるマ ス ト細胞の活性化 を抑制す る可能性 が考
え られ る。また,こ れ までFynの 特異 的阻害薬 は開発 され ていないこ とか ら,薬 物に よ りFynを 抑制 し
た場 合に マス ト細胞 の活性化 が抑制 され るか ど うかは明 らか ではなかった。本研 究 で,WHI-PB1及 び
WHI-Pl54がFynの 活性化 を抑制す るこ とが明 らか にな り,Fynの 活性 あるいは活性 化 を抑制す る薬物
はマ ス ト細胞 の活性 化 を強 く抑制す る作用 を示す可能性が示唆 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨
マス ト細胞 はア レル ギー性疾患 の発症 ・進展 に関わってお り、その活性化 を抑制す ることは抗 ア レル
ギー薬開発のた めの1つ のター ゲ ッ トになる。本研究 は、Januskinase3(Jak3)の 阻害薬 として開発 され
たWHI-Pl31及 びWHI-P154が マ ス ト細胞の活性化 を強 く抑制す るこ とに着 目し、そ の作用機構 を解 明
す ることに よって、新規作用機序 をもつ抗 ア レル ギー薬 の開発 に貢献す ることを 目的 と してい る。
まず 、野生型 マ ウス及 びJak3欠 損マ ウスか ら骨 髄 由来 マス ト細胞(BMMCs)を 調製 し、マ ス ト細胞
の活 性化 にお け る ∫ak3の 関与、及 びこれ らのJak3阻 害薬の効果 につ いて解析 した。その結果、Jak3欠
損 マ ウスのBMMCsを 抗原 で刺激 した場 合の脱穎粒反応及 びMAPKsの リン酸化反 応 は、野生型マ ウス
のBMMCsを 抗 原で刺激 した場合 と同程度 に誘導 され る こと、また、WHI-P131及 びWHI-P154はJak3
欠損 マ ウスのBMMCsに おけ るこれ らの反応 を強 く抑制 す るこ とを明 らかに した。 これ らの結果 か ら、
Jak3は 抗 原刺激 に よる脱 穎粒反応及 びMAPKsの リン酸化反応 には関与 していない こ と、及 び これ らの
阻害薬 はJak3を 介 さない経路 を阻害 してマス ト細胞の活性化 を抑制する ことを示 した。
次 に、 ラ ッ トマ ス ト細胞株RBL-2H3細 胞 を用 いて、WHI-PB1及 びWHI-P154の 作用機 構 を解析 し
た。WHI-PB1及 びWHI-P154は 抗原刺激 による脱穎粒反応 、及 びp38MAPKとJNKの リン酸化反応 を
phosphatidylinosito13-kinase(PI3K)依 存的 に抑制 し、p44142MAPKの リン酸化 反応 をPI3K非 依存的 に抑
制す るこ とを明 らか に した。 また、 これ らの阻害薬は抗原刺激 によるFynの 活性化 を阻害す ることによ
り、PI3Kの 活性 化 を抑制す る作用 がある ことを明 らかに した。 さらに、Ca2+一ATPase阻 害薬thapsigargin
にょるIgE非 依存 的なマ ス ト細胞 の活性 化 に対す るWHI-Pl31及 びWHI-Pl54の 効果 を解析 し、 これ ら
の阻害薬 はthapsigargin刺 激 による脱 顯粒反応、及びp44142MAPKの リン酸化 反応 を掬制す ること、また、
その作用機序 はFynの 活性化抑制 であるこ とを明 らか に した。
このよ うに、Jak3阻 害薬 として開発 され たWHI-P131及 びWHI-P154に は、Fynの 活性化 を阻害す る
作用 があるこ とを明 らかに し、 この機 序 によって抗原刺激、及びthapsigargin刺 激 によるマス ト細胞 の活
性化 が抑 制 され る こ とを明 らか に した。従 って、Fynの 活性化 を抑制す る薬物 は、マ ス ト細胞 の活性化
を抑制す る機序 を持 っ抗 ア レルギー薬にな る可能性 を示 した。
よって、本論文 は博 士(薬 学)の 学位 論文 として合格 と認 める。
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